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論 文 内 容 要 旨
緒言
多くの被子植物は、自殖 を妨 げ他殖を促す機構である自家不和合性 を持つ。アブラ
ナ科 自家不和合性において、 自己花粉 の認識は、柱頭側の レセプターであるSRK
(3-receptorkinase)と花粉側 のリガンドであるSP11(∫一10cusprotein11)の相互作用によ
って行われる。5Rκ,5P11の対立遺伝子はともに8遺 伝子座に座乗 し、セ ットとして
後代に遺伝するため∫ハプロタイプと呼ぶ。5ハプロタイプは、∫R1(の塩基配列の相
同性か らclassIとclassIIに分 けられる。アブラナ科 自家不和合性では、βro∬'cor卯o
で100以上の ∫ハプロタイプが存在すると推定されてお り、Brα∬∫cαo∫εアαcεαでは50
程度の5ハ プロタイプが同定 されている。これほど多 くの ∫ハプロタイプがどのよう
に多様化 したか という問題 について、様々な議論がなされてきたが、未だに解明され
ていない。.SRKとSP11の認識特異性決定部位を特定 し、どの程度 のアミノ酸変異で
認識特異性が変化するかを解析することは、3ハ プロタイプの多様化機構を解明する
重要な手がか りになると考え られる。そこで、B.r卯αとβ.oz8rαoθoの種間、あるい
はβro∬ゴcoとR叩加朋5の属問で存在する類似 ∫ハプロタイプを用いて、SP11の認識
特異性決定部位 と∫ハプロタイプ多様化機構を解明す ることを目的とした。
第1章 種間 ・属間類似3ハ プロタイプの認識特異性の解析
よ1)B.01θrαcθα と β.r卯α間 にお け るclassI類似 ∫ハ プ ロ タ イ プ の 認 識 特 異 性 の解 析
β.01θrαcθαと β。rα即 の種 間 で 非 常 に相 同性 の 高 いSP11,SRKを持 ったclassI3ハプ
ロタ イ プ の種 間 ペ ア(Table1)の認 識 特 異 性 を解 析 した 。 β.r4ρoとB.01θrocθαの 間 で
は 種 間不 和 合 性 が 存在 し、直 接 交 配実 験 を行 う こ とが で き な い た め 、種 間不 和 合 性 を
回避 し得 る3つ の 方法(1,形 質 転 換 体 を利 用 した 交 配 実 験 、2,種 間 雑 種 を利 用 し
た 交 配 実 験 、3,組 換 えSPllタ ンパ ク質 を用 いた バ イ オ ア ッセ イ)を 用 い て 認識 特
異 性 を解 析 した 。
B,01θrαcθo∫一32(Bo3-32)とB.roρ05-8(βr3-8)の種 間 ペ ア の認 識 特 異 性 は、Bo∫一32を
持 った種 間雑 種 βo∫一32/Br5-60を作 成 し解 析 した。 種 間雑 種80∫一32/βr5-60の柱 頭 は
βr&8と β05-32ホモ個 体 の 花 粉 を受 粉 した とき の み 、 不 和 合性 を示 した(Table2)。
βo∫一24の3P11(Bo3P11-24)をβr5P11-46のプ ロモ ー タ ー に連 結 した コ ンス トラク トを
作 成 し 、β73-60ホモ 系 統 に 導 入 した(Figure1)。独 立 し た 形 質 転 換 体 が3系 統
(TSP11-24-1,TSP11-24-2,TSP11-24-5)得られ 、Br∫一36ホモ個 体 と の交 配 実験 を行 っ
た 結果 、す べ て の 形 質転 換 体 の花 粉 はBr3-36に対 して 不 和 合 性 を示 した(Table3)。
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β05-64とβr∫一41,β05-12とBr5-47の認 識 特 異 性 は 、大 腸 菌 で 作成 した 組 換 えSP11タ
ンパ ク質 を用 い た バ イ オ ア ッセ イ に よ って 解 析 し た 。組 換 えBrSP11-41タンパ ク質 を
βo∫一64ホモ個 体 の 柱 頭 に処 理 し、本 来 和 合 で あ る5ハ プ ロ タイ プ の花 粉 を受 粉 した と
ころ 、 不 和 合 性 を示 した(Table4)。同様 に組 換 えBrSP11-47タンパ ク質 を β03-12ホ
モ個 体 の 柱 頭 に処 理 した場 合 も、不 和 合 反 応 を 引 き起 した 。これ らの結 果 か ら、Bo3-32,
β03-24,βo∫一64,Bo3-12は、そ れ ぞ れ βr∫一8,Br∫一36,Br3-41,Br5-47と同 じ認 識 特 異 性 を
持 っ て い る こ とが 明 らか とな っ た 。
他 の種 間 ペ ア で もSP11,SRKの ア ミ ノ酸 配 列 の相 同 性 が 上記 種 問 ペ ア と同程 度 で
あ る こ とか ら、そ れ らも同 じ認 識 特 異 性 を持 って い る と考 え、7組 の 種 間 ペ ア のSP11
の ア ミ ノ酸 配 列 を比 較 した 。SP11を保 存 され た6個 の シス テイ ン残 基 を 基 準 に並 べ 、
6つ の領 域(RegionI,RegionH,RegionII【,RegionIV,RegionV,RegionVI)に分 け た
(Figure2)。種 間 ペ ア のSPll間で は 、RegionIII,RegionV,RegionVIにほ とん ど ア ミ ノ
酸 変 異 が 存 在 せ ず 、RegionI,RegionII,RegionIVには多 くの ア ミ ノ酸 変 異 が 見 られ た 。
この こ とか ら、SP11の認識 特 異 性 決 定 に はRegionIH,RegionV,RegionVIが重 要 で あ
る可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。
(2)Bro∬'cαとRop加 η配∫間 に お け るclassI類似5ハ プ ロ タ イ プ の 認 識 特 異 性 の 解 析
種 問 ペ ア よ り も相 同 性 の 低 いSP11,SRKを 持 つ 属 間 ペ ア(Table5)のR.∫o∫蜘55-21
(RsS-21)とβr3-9の認 識 特 異 性 を 解 析 し た 。R55-21とBr5-9のSP11間で は 種 間 ペ ア の
場 合 と 異 な り、RegionVIにア ミ ノ 酸 変 異 が 存 在 す る た め 、 認 識 特 異 性 が 異 な っ て い
る 可 能 性 が 考 え られ た(Figure3A)。そ の た め 、RegionI～RegionVまで がRsSP11-21
の ア ミ ノ酸 配 列 、RegionVIがBrSPII-9のア ミ ノ 酸 配 列 を 持 っ たchimericR∫∫P11-21(9,
(Figure3A)とwild-typeR33P11-21をそ れ ぞ れB.roραに 導 入 した(Figure3)。wild-type
R∫∫P11-21を導 入 した 形 質 転 換 体 は5系 統(T21-A,T21-B,T21-C,T21-D,T21-E)、
chimericR∫∫P〃一21r9ノを 導 入 した も の は3系 統(T21(9)一A,T21(9)一C,T21(9)一D)得られ
た 。 そ れ ら の 形 質 転 換 体 の 花 粉 は す べ て βr∫一9ホモ 個 体 の 柱 頭 に対 し て 不 和 合 性 を 示
し た(Table6)。これ らの 結 果 か ら 、R5∫一21とβr∫一9の認 識 特 異性 は 同 じ で 、SP11の
RegionVIに見 ら れ る ア ミ ノ 酸 変 異 は 認 識 特 異 性 に 影 響 し な い こ とが 分 か っ た 。
(3)B.rαpo,β.01θroo6α,およ びR.∫α∫枷 ∫間 にお い て 比 較 的 相 同 性 の 高 いclassI3ハプ
ロ タ イ プ の 認 識 特 異 性 の 解 析
種 間 ・属 間 で 、 比 較 的 相 同 性 の 高 いSRKとSP11を 持 っ た3つ の3ハ プ ロ タ イ プ 、
R55-6,Bo3-18,Br∬2の認 識 特 異 性 を 解 析 した(Table5)。βo∫一18とBr∫一60、βr∬2と
βo∫一15を持 っ た 種 間 雑 種Bo3-18/8r5-60,βr∫一52/Bo3-15を作 成 し、交 配 実 験 を行 っ た 。
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種 間 雑 種 β03-18/Br∫一60の柱 頭 で は、Bo∫一18ホモ 個体 の 花 粉 の み 不 和 合 性 を示 し、
β73-52ホモ 個 体 の花 粉 は 和 合 性 で あ った(Table7)。一 方 で 、βr∫一52/βo∫一15の柱 頭 で
は 、βr5-52ホモ個 体 の花 粉 の み 不和 合 性 で あ っ た 。これ らの 結 果 か ら、β05-18とβr∫一52
の 認 識 特 異 性 は異 な る こ とが 明 らか とな った 。R∫一6とBo5-18,R53-6と8r∬2の認 識
特 異 性 を解 析 す るた め 、R∫5P11-6をβ.018rαc60に導 入 した と ころ 、独 立 した 形 質 転
換 体 が3系 統(T6-A,T6-B,T6-C)得られ た(Figure4)。得 られ た形 質 転 換 体 と、Bo5-18,
、80∫一18/IBr5-60,βr∫一52/β05-15との 交 配実 験 を行 った 結果 、す べ て の形 質 転 換 体 の花 粉
はBo5-18,β05-18/Br∫一60の柱 頭 に対 して不 和 合 性 を示 し、βr5-52/Bo5-15の柱 頭 に は
弱 い不 和 合性(部 分 不 和 合 性)を 示 した(Table8,Figure5)。
R∫一6,Bo∫一18,β7∬2の5P11,5Rκの塩 基 配 列 を比 較 し、2っ 以 上 で 保 存 され た 塩 基
を 、 これ ら3つ の5ハ プ ロタ イ プ に分 化 す る前 の祖 先3ハ プ ロタ イ プ(5-X)の∫P刀,
5Rκの塩 基 配 列 と した(Figure6)。&XのSP11の推 定 ア ミ ノ酸 配 列 はR∫5-6のSPlI
と最 も相 同性 が 高 く、βr5-52と最 も相 同性 が 低 い こ とか ら、R55-6が∫一Xに最 も近 く、
Br3-52が最 も分 化 した もの で あ る と考 え られ た 。R5∫一6,Bo5-18,βr5-52の関 係 か ら、
新 し い ∫ハ プ ロタ イ プ の分 化 は 、自家 不 和 合 性 を維 持 しつ つ 徐 々 に新 しい認 識 特 異性
を 獲 得 して 起 こる と い う ことが 示 唆 され た 。 これ は 、∫ハ プ ロ タイ プ多 様 化 機 構解 明
の た め の 手 が か りに な る と考 え られ る。
(4)β.rαpαとB.oZ8rαcεα間 に お け るclassII類似5ハ プ ロ タ イ プ の 認 識 特 異 性 の 解 析
classII∫ハ プ ロ タ イ プ はB.rαpα で4種 類(βr5-29,βr5-40,β73-44,Br∫一60)、β.
oZ8rαρ印 で3種 類(Bo5-2,Bo∬,β03-15)存在 し 、 βo∫一2と βr5-44,βo∬とBr∫一40,
Bo5-15とBr∫一60が非 常 に 相 同 性 の 高 いSPll,SRKを 持 つ た め 、 これ ら をclassll∫ハ
プ ロ タ イ プ の 種 間 ペ ア と し た(Table9)。こ れ ら種 間 ペ ア の 認 識 特 異 性 を 解 析 す る た め 、
種 間 雑 種 β05一乃 ∠βr∫・52,Bo∫一5/βr∫一52,Bo3-15/βr5-52を作 成 し た 。 β05-2う/Br∫一52の柱
頭 で は 、βo∫一乃 ホ モ 個 体 の 花 粉 の み 不 和 合 性 を 示 し、βr3-44は和 合 性 で あ っ た(Figure
7A)。βo∫一5/Br5-52では 、Bo∫一5と βr∫一40ホモ 個 体 の 花 粉 が 不 和 合 性 を 示 し た が 、βr∫一40
の 不 和 合 性 は 、 β05-5の場 合 よ り も 弱 い こ と が 分 か っ た(Figure7B)。βo∫一15/Br∫一52
で は 、β05-15とBr3-60ホモ 個 体 の 花 粉 が 不 和 合 性 を 示 し た が 、Bo∫一15の花 粉 はBr∫一60
よ り も 不 和 合 性 が 弱 か っ た(Figure7C)。こ れ ら の 結 果 か ら 、classIIの種 間 ペ ア で は 、
β05一乃 と βr3-44が異 な る 認 識 特 異 性 を 、Bo5-5とBr∫一40は少 し異 な る 認 識 特 異 性 を 、
β05-15とBr∫一60は同 じ 認 識 特 異 性 を 持 っ て い る こ と が 明 らか と な っ た 。こ れ らclassII
の 種 間 ペ ア が 種 分 化 前 は 同 一5ハ プ ロ タ イ プ で あ っ た と仮 定 す る と 、classIIではclass
Iと 異 な り、β.r叩α とB,01θrOCωに 種 分 化 し た 後 も 、 認 識 特 異 性 が 変 化 し た と考 え ら
れ る 。
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第2章 花粉 リガン ドSP11の認識特異性決定部位 の解明
(1)chimericSP11タンパ ク質 を用 い た バ イ オ ァ ッセ イ に よ るSPllの認 識 特 異 性 決 定
部 位 の解 析
BrSPI1-52のア ミ ノ酸 配 列 を基 に、 各 領域 でBoSP11-18のア ミ ノ酸 配 列 と入 れ 換 え
た7種i類 のchimericSP11(52(II-1),52(II-2),52(III),52(IV」1),52(IV」2),52(VL1),52(V」2))
を作 成 した(Figure8A)。これ らchimericSPlrのBr∫一52ホモ個 体 の 柱 頭 に対 す る不 和
合 性 誘 導 活 性 を 、バ イ オ ア ッセ イ に よ っ て解 析 した 。 各chimericSPI1で、54～75の
花 を用 い て解 析 を行 い 、乳 頭細 胞 へ の 花 粉 管 の侵 入 数 を指 標 に して 、平 均 値 の 有 意 差
検 定 を行 っ た(Fig亘re8B)。RegionIIIとRegionVの領 域 にお い て変 異 を持 つ52(III),
52(v-1),52(W)は、wildtypeBrSPI1-52よりもBr∬2に 対 す る不 和 合 性 誘 導 活 性 が 低
い こ とが 分 か った 。 ま た 、BoSP11-18のア ミ ノ酸 配 列 を基 に 、RegionIIIとRegionV
の両 方 の ア ミ ノ酸 配 列 をBrSP11-52のア ミ ノ酸 配 列 と入 れ 換 え た18(III,V)(Figure
8A)が、β13-52に対 して 不 和 合性 誘 導 活 性 を持 って い た(Figure8B)。この こ とか ら、
BrSP11-52の認識 特 異 性 決 定 にRegionIIIとRegionVのア ミ ノ酸 配 列 が 重 要 で あ る と
考 え られ た 。
(2)chimedc5P11を導 入 し た 形 質 転 換 体 を 用 い たSP11の 認 識 特 異 性 決 定 部 位 の 解 析
SPI1の認 識 特 異 性 決 定 に お け るRegionIIIとRegionVの重 要 性 を 証 明 す る た め に 、
BoSP11-18のア ミ ノ酸 配 列 を 基 に 、RegionIIIとRegionVにBrSP11-52のア ミ ノ 酸 配
列 を 持 っ たchimericBo∫P1148r52♪(Figure9)と、 比 較 対 照 の コ ン トロ ー ル と してwild
typeBo∫P11-18をβ.rαpoに導 入 した 。chimericBo5P11-18(52ノ、Bo5P〃一18を導 入 し た
β.rαρα形 質 転 換 体 の う ち 、導 入 遺 伝 子 の 発 現 が 確 認 さ れ た そ れ ぞ れ3系 統(Tl8(52)一A,
T18(52)一G,T18(52)一1)、4系統(T18-A,T18-C,T18-E,T18-F)を交 配 実 験 に 用 い た(Figure
10)。chimericβo∫P11-18で52ノを 導 入 し た 形 質 転 換 体 の 花 粉 は 、Br∬2ホ モ 個 体 の 柱 頭
に 対 し て 部 分 不 和 合 性 を 示 し 、β05P11-18を導 入 し た も の は 和 合 性 を 示 し た(TablelO)。
RsSP11-6のア ミ ノ酸 配 列 を 基 に 、RegionIIIとRegionVにBoSP11-18のア ミ ノ酸 配
列 を 持 っ たchimericR∫3P11-6r18ノとBrSP11-52の ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 っ たchimeric
R55P11-6r52ノを 作 成 し(Figure9)、8.o'8rαcθoに導 入 し た 。chimericR53P11-6r18ノ,chimeric
R∫5P11-6`52,を導 入 し た β.016rαc60形質 転 換 体 は 、 そ れ ぞ れ2系 統(T6(18)一A,
T6(18)一B)、1系統(T6(52)一A)得られ た 。T6(18)一AとT6(18)一Bの花 粉 は 、Bo∫48ホ モ
個 体 、種 間 雑 種 β05-18/Br5-60の柱 頭 に 対 し不 和 合 性 を 、種 間 雑 種 βr5-52/Bo5-15の柱
頭 に は 和 合 性 を 示 し た(Table11)。T6(52)一Aの花 粉 は 、 βo∫一18,β05-18/βr∫一60,
8r∬2/Bo5-15すべ て の 柱 頭 に 対 し 不 和 合 性 を 示 し た 。chimericBo3P11-18r52,と
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chimericR5∫P11-6(52♪を導 入 した形 質 転 換体 は 、そ れぞ れBr∫一52に対 して部 分 不 和 合
性 及 び 不 和 合 性 を示 し、chimericR55P11-6r18/1まβr3-52に対 す る不 和 合 性 を失 って い
た こ とか ら、RegionlllとRegionVが認識 特 異 性 決定 に 関 与 して い る こ とが証 明 され
た 。 一 方 で 、chimericβo∫P11-18r52ノがBr5-52に対 して 完 全 な 不 和 合 性 を持 た ず 、 さ
らにchimericR∫5P11-6r52ノがBo -18に対 す る 不和 合 性 を 失 わ な か った こ とか ら 、
RegionIIIとRegionV以外 に も認識 特 異性 決 定 に関与 して い る領 域 が存 在 す る こ とが
示 唆 され た 。
結語
β.ropαとB.oZεrocθαのclassl5ハプ ロタ イ プ の種 間 ペ ア の うち4組 と、βrα∬∫cβと
R卯加 朋5の 属 間 ペ アで あ る1組 の認 識 特 異 性 が 同 じで あ る こ とを示 した 。 種 問 ペ ア 、
属 間 ペ ア のSP11のア ミ ノ酸 配 列 の比 較 か ら、認 識 特 異 性 が 同 じSPI1間で はRegionIII
とRegionVのア ミ ノ酸 配 列 が 保 存 され て お り、 これ らの領 域 が 認 識 特 異性 決 定 に重
要 で あ る 可 能 性 を見 出 した 。8種類 のchimericSP11タンパ ク 質 を用 いた バ イ オ ア ッセ
イ に よ る解 析 と、RegionIIIとRegionVのア ミ ノ酸 配 列 を入 れ 換 え たchimeric∫P11を
導 入 し た 形 質 転 換体 の 解 析 か ら、RegionIIIとRegionVが認 識 特 異性 決 定 に重 要 で あ
る こ と を証 明す る と と も に 、そ れ 以外 の領 域 も認識 特 異性 決 定 に 関与 して い る可 能 性
を示 唆 した 。
R35-6,βo∫一18,Br∬2の認 識 特 異 性 を解 析 した と ころ 、Bo3-18とβr5-52は異 な る認
識 特 異 性 を持 つ が 、R∫3P11-6を導 入 した形 質 転 換 体 は βo∫一18に対 して 不 和 合 性 を 、
Br3-52に対 して 部 分 不 和 合 性 を示 した 。これ ら3つ の5ハ プ ロタ イ プ の 関係 か ら、新
しい5ハ プ ロタイ プ の分 化 は、自家 不 和 合性 を維 持 しっ つ 徐 々 に新 し い認 識 特 異 性 を
獲 得 して起 こ る とい う こ とが示 唆 され た。β.rαρoと8,0Zεrαc即間 にお け るclassII3
ハ プ ロ タ イ プ の種 間 ペ ア の認 識 特 異 性 を解 析 した と ころ 、3組 の種 間 ペ ア の う ち1組
にお いて 認 識 特 異 性 が 完 全 に異 な って い る こ とが 分 か った 。
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Table1.AminoacididentitiesofSPIlandSdomainofSRKbetween
interspecificpairsofclassIShaplotypes
A κ融dm βμ用}{i
Aminoacididentities
BoS-7
BoS-12
BoS-32
BoS-24
BoS-64
BoS-B
BoS-51
BoS-45
BrS-46
βハ∫一47
BrS-8
βハ∫一36
β匹∫・41
BrS-27
βアS-12
Br5-22
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a.Averageofamino-acididentitiesbetweenthesevenoreightclassIS
haplotypesinaspecies
b.Numbersinparenthesesshowreferences;rightnumbersareofB.
oleracea,leftnumbersareofB.raga.*;dataofthepresentstudy,1:Kimura
etal.2002,2:Satoetal.2002,3:Kusabaetal.1999,4:Watanabeetal.
2000,5:Scopheretal.1999,6:Takayamaetal.2000,7:Yamakawaetal.
1995
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Table2.Incompatibilitybetweentheinterspecific
hybridsofBoS-32/BrS-60andShomozygotesinB.raps
andB.oleracea
Stiemas
BoS-32/BrS-60-1BoS-32/BrS-60-2
rRNA 塗開轡蓼
Pollendonors
BrS-8
BrS-9
BrS-24
βア5・36
BrS-45
BrS-46
BoS-12
BoS-32
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
一:incompatible,+:compatible
Table4.IncompatibilityofB.oleraceastigmastreatedwithSPI]
roteinsofB.raoa
Figure1.SchematicrepresentationoftheT-DNAregionofpSL1-
BoSPII-24andanalysisofthechimericgeneiniransgenicplants.
(A)ThecodingregionofBoSPII-24isindicatedbyahatchedbox.SPIT
pro:BrSP11-46promoter,NosT:nopalinesynthaseterminator,35Spro:
cauliflowermosaicvirus355promoter,NPTII:neomycin
phosphotτansf6rasegene,0ご∫7:0clopinesynthetaseterminator,RB:
rightborder,LB:leftborder.Thebarabovetheschematicmapindicates
thepositionoftheprobethatwasusedinDNAandRNAblotanalyses.
(B)DNAblotanalysisofthechimericgeneafterdigestionwithBamHl
andHindlllusingBoSPII-24codingregionasaprobe.Thearrow
indicatesthe1.55-kbbandshowingthep爬senceofthechimericgene.
DNAsizemarkersinkb'areshowntotheleft.M:molecularweight
marker,WT:non-transgenicBrS-60plant,1:TSPI1-24-1,2:TSPI1-242,
3:TSPll-24-5.
(C)RNAblotanalysisofthechimericgene.RNAsizemarkersinkbare
showntotheleft.5-24:5-24homozygote.
Stiemas RecombinantSPI1o]lendonorComvatibilit
BoS-64
BoS-64
BoS-12
BoS-24
noa
BrSPI1-41
BrSPII-41
BrSPII-41
BoS-13
BoS-13
BoS-13
BoS-13
??
?
?
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Table3.Incompatibilityofthepollengrainsofthetransgenic
plantsexp爬ssingβ05P11-24withthestigmasofβ.r4ρα3h
omozygotes
PollendonorsBrS-36BrS-8BrS-9
Stigmas
BrS-32BrS-60
BoS-12
BoS-12
BoS-24
BoS-32
no
BrSPII-47
BrSPII-47
BrSPII-47
BoS-13
BoS-13
BoS-73
BoS-13
?
?
?
?
TSP-11-24-1
TSP-11-242
TSP-11-245
wr(ぷ60) 十
十
÷
?
?
?
?
?
a.no:bufferwithouttherecombinantSPIIprotein
b.+:compatible,:incompatible
BoSP11-7
BrSPi1-46
BoSP11-12
BrSPi1-47
BoSP11-32
BrSP11-8
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Br3P11-27
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Figure2.ComparisonofaminoacidsequencesofSPIIbetweenseveninterspecificpairsofclass-IShaplotypes.
Trianglesindicatetheconservedcysteineresidues.Whiteandgrayboxesindicatecysteineresiduesandamino
aciddifferencesbetweeninterspecificpairs,respectively.1:RegionI,fi:RegionII,III:RegionIII,IV:RegionIV,
V:RegionV,VI:RegionVI.
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Table5.AminoacididentitiesofSPIIandSdomainofSRKbetweenShaplotypes
usedinthepresentstud
Aminoacididentities
PairsofShaolotvoes RK
Eightinterspecificpairsbetween
β,ノ●塑 σandβ.01874cθα
RsS-21vs.BrS-9
RsS-6vs.BoS-18
1む5-6vs。β摺 一52
BoS-18vs.BrS-52
Thehighestinintraspeciesa
>91.7
89.5
70.9
69.1
58.2
57.]
>92.1
91.0
88.3
86.6
87.6
87.3
e:ThehighestaminoacididentityinB.ol racea
A
RsSPII-21
BrSP11-9
chiroericRsSP11-21(9)
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Figure3.B.rapstransgenicplantsexpressingRrSP11-21andchimericRsSPI7-21(9),
(A)Deducedamino-acidsequencesofRsSPIl-21andBrSPIl-9(graybackground).Boxesindicatecysteine
residues,andasterisksshowthesameamino-acidresiduesbetweenRsSPIl-21andBrSPIl-9.Thesequenceof
chimericRsSPI1-21(9)usedfortheplanttransformationisalsoshown.
(B)TheTregionofthevectorusedforB.rapatransformation.ThecodingregionofSPITisindicatedbyagray
box.5P11ρ70:β面P11・46promoteτ,バリ ∫1':terminatorofnopalinesynthasegene,3∬pro:cauliflowermosaic
virus35Spromoter,NPTII:neomycinphosphotransferasegene,OCST:terminatorofoctopinesynthetasegene,
RB:rightborder,LB:leftborder.
(C)DNAblotanalysisofthetransgenes.Aftereleαrophoresisandtransf6rtoamembrane,DNAdiges吐edwith
βωπHIand研ηdlIIwas髄ybrid屹edwithaprobeofamixtu爬oflhecodingregionsofR面P11-21andchimeric
RrSPII-21(9).Thearrowindicatesthe1.5-kbbandofthetransgenes.DNAsizemarkersinkbareshowntothe
left.M:molecularmarker,W'1':non-transgenicBrS-52/5-60plant,T21:transgenicplantscarryingwild-type
R∫5P〃一21,T21(9):thosecarryingchimericR∫5P11-21で9リ.
(D)RNAblotanalysisofthetransgenes.ThesameprobeasintheDNAblotanalysiswasused.RNAsize
markersinkbareshowntotheleft.BrS-9:aBrS-9homozygote.
Table6.IncompatibilityofpollengrainsofB.rapatransgenicplantsexpressing
RsSPII-210rchimericRsSP11-27(9)withBrS-9stiemas
Stiemas
BrS-9BrS-46
T21-A
T21-B"f21-C
T21-D
T21-E
T21(9トA
搦 ≧s
麗.9
BrS-52/5-60
BrS-52/5-60
BrS-52/5-60
BrS-52/5-60
BrS-52/5-60
BrS-52/5-60
BrS-52/5-60
BrS-52/5-60
Br5-52/5-60
RsSP11-21
心 団P11-21
捲5P刀 一21
RsSPI1-21
心5P11-21
chimericRsSPII-21(9)'
chimericRsSPII-21(9)
chimericRrSP11-21(9)
十一
十
?
?
?
?
?
?
?
一一:completelyincompatible(noorfewgerminatingpollengrainsonastigma),一:
incompatible(morethan300fpollengrainsonastigmaandlessthanspollentubes
penetratingpapillacells),+一:partiallyincompatible(5to30pollentubespenetrating
papillacells),+:compatible(30to100pollentubespenetratingpapillacells),+十:
completelycompatible(morethan100po]lentubespenetratingpapillacells)
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Table7.PollinationtestsofBoS-18andBrS-52using
interspecifichybridshavingBoS-IS/BrS-60andBrS-
52/BoS-1S
Stigmas
PollendonorsBoS-18/BrS-60
A
0甲
BoS-8
BoS-18
BrS-8
BrS-9
BrS-36
BrS-45
BrS-52
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Figure4.B,oleraceatransgenicplantsexpressingRsSPI]一6.
(A)TheTregionofthevectorusedforB.oleraceatransformation.Thecoding
regionofSPIIisindicatedbyagraybox.SPIIpro:BrSPII-46promoter,NOST:
nopalinesynthasegeneterminator,35Spro:cauliflowermosaicvirus35Spromoter,
NPTII:neomycinphosphotransferasegene,HPT:hygromycinphosphotransferase
gene,RB:rightborder,LB:leftborder.
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Figure5.Pollentubegrowthfromthepollenarrowindicatesthe2.1-kbbandofthetransgenes.DNAsizemarkersinkbareshown
grainsofthetransgenicplantcarryingRsSPII-tothelefr.M:molecularmarker,WT:non-uansgenicBoS-39/5-15heterozygote(39),6i
n_thestigmasoftheBoS=18homozygoteBoS-2/S-15heterozygote(2),T6:transgenicplantscarryingwild-typeRrSPI1-6.(β
o∫・18)andtheβr3-52∠β05-15interspecific(C)RNAblotanalysisofthetransgenes.ThesameprobewasusedasintheDNA
hybrid(BrS-52*).Pollengrainsoftheblotanalysis.RNAsizemarkersinkbareshowntotheleft.BrS-52:aBrS-52
transgenicplantscarryingRsSPIl-6(T6-B)homozygote
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havingBrS-52.
Table8.IncompatibilityofpollengrainsofB.oleraceatransgenicplantsexpressingRsSPII-6withthe
stigmasofBoS-18andBrS-52
Stiemas
PollendonorsShavlotvvesTranseeneBoS-18 BoS-18/BrS-60BrS-52/BoS-ISBoS-8
T6-A
T6鱒B
T6-C
wry
職
5-39/5-IS
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S-2/5-15
5-39/5-15
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一:completelyincompatible(noorfewgerminatingpollengrainsonastigma),一:incompatible(more
than300fpollengrainsonastigmaandlessthanspollentubespenetratingpapillacells),+一:partially
incompatible(5to30pollentubespenetratingpapillacells),++:completelycompatible(morethan100
pollentubespenetratingpapillacells)
SP11 78.2
91.ユ
S-X
72.7
Incompatible翻 盤睡賎
Partiailyincompatible田圃 唾
95.2
86.9 Compatible
PollenBoS-18 RsS-6
・`'
BrS-52 Figure6.RelationshipsofthethreeShaplotypes,RsS-6,BoS-18,andBrS-
52.S-XshowstheputativeancestralShaplotype.Deducedamino-acid
identitiesandnucleotideidentitiesofSPIIandSRKofBoS-18,RsS-6,and
BrS-52tothoseofS-Xareshownonandunderthebars,respectively.The
thickandthinhatchedbarsshowcompleteandpartialincompatibility,
respectively.Thegraybarsshowcompatibility.
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Talbe9.AminoacididentitiesofSPIIandtheSdomainofSRKbetweenthreeclassIIS
haplotypesinB.oleraceaandfourinB.rapa
BoS-S BoS-IS BrS-29 BrS-40
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92.1/58.7
88.0/57.6
88.9/56.1
9 .8195.5'
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8 .7/53.0
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Thenumbersofboldlettersshowaminoacididentitiesbetweeninterspecificpairs.
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Figure7.Incompatibilityofthestigmasoftheinterspecifichybrids,
智盛多蠣鵠品爵誼腰 謡聖鵠3蓄{鼠賀露論晋急暢盟。器i鷲,量l
pollinatedwiththestigmasofeachinterspecifichybrid.Thelevelofi
ncompatibilitywasratedwiththeindicesasfollows;1:noorfew
germinatingpollengrainsobservedonastigmawithnopollentube
penetratingapapillacell,2:morethan30germinatingpollengrainsona
stigamaandlessthanspollentubepenetratingpapillacells,3:more
thansandlessthan30pollentubespenetratingpapillacells,4:30to
100pollentubespenetratingpapillacells,5:morethan100pollentubes
penetratingpapillacells.Stigmasusedforeachpollinationtestwere14
to32.Barsshowstandarderrorsoftheindices.
(A)Incompa1ibHityof1hestigmasofβ05-2わ/βr5つ2.索represents
significantdifferencesfromanincompatiblecontrol,BoS-26,at1%.
(B)IncompatibilityofthestigmasofBoS-S/BrS-52.*represents
significantdifferencesffomanincompatiblecontK⊃1,β05-5,aほ%.
(C)IncomaptibilityofthestigmasofBoS-IS/BrS-52.'represents
significantdifferencesfromanincompatiblecontrol,BoS-15,at1%.
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Figure8.SequencesofeightchimericSPIisandanalysisofrewgnitionspecificityofthechimericSPIlproteinsbybioassay.
(A)ThechimericSPIIA52s(52(II-1),52(II-2),52(III)52(IV-1),52(IV-2),52(V-1),and52(V-2))wereproducedbyreplacingtheBrSPII-52sequencewith
smallsegmentsoftheβ05P11-18sequence.ThechimericSP11-18(18(III,V))wasproducedbyreplacingtheβ05P〃。18sequencewithseqlnentsofthe
BrSPII-52sequence:Thewhiteandgrayboxesindicatetheconservedcysteineresiduesandtheamino-acidsequencesthatwerereplaced,respectively,α3)Th
ebjo鐸sayoflncompat,bi】f!yrespρnsejnducingabi】ityofr㏄ombfnantproteinsofc}】jme㎡cSPIlsus至ngthes額9masof3-52homozygotesinβ11卯β.
Thelevelgflncompatibilitywasratedw且ththeindicesasfbllows;1:thepollentubespenetratingintothestigmabeing互essthan10,2:thosebeing10to30,3
ythosebeingfrom30to100,4:thosebeingmorethan100.Stigmasusedforeachpollinationtestwere54to75.Barsshowstandarderrorsoftheindices.紳
and*represe飢s夏gni璽cantdif艶rencesfbomanincompatiblecontro1,BrSP11-52,at1%and5%Ievels,respectively.††and†representsigni行can1
differencesfromacompatiblecontrol,BoSPI1-18,at1%and5%levels,respectively.
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Figure9.Deducedamino-acidsequencesofBoSPII-18,BrSPII-52,RsSPII-6,andchimericSPIIsused
forplanttransformation.Boxesindicatetheconservedcysteineresidues,andasterisksshowthesame
amino-acidresiduesbetweentwosequences.
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Figure10.AnalysisofB.rapatransgenicplantsexpressing
chimericBoSPII-18(52)andBoSPII-18.
(A)DNAblotanalysisofthetransgenes.DNAwasdigestedwith
BamHIandHindlll,andprobedwithamixtureofBoSP11-18and
chimericBoSPII-18(52).Thearrowindicatesthe1.5-kbbandofthe
transgenes.DNAsitemarkersinkbareshowntotheleft.M:
molecularmarker,WT:non-iransgenicBrS-50plant,T18(52):
transgenicplantsexpressingchimericBoSPII-18(52),T18;those
expressingwild-typeBoSPII-18.
(B)RNAblotanalysisofthetransgenes.Thesameprobeasinthe
DNAblotanalysiswasused.RNAsizemarkersinkbareshownto
the]eft.BoS-18:aBoS-18homozygote.
一:incompatible(morethan300fpollengrainsonastigmaandlessthanspollen
tubespenetratingpapillacells),+一:partiallyinwmpatible(5to30pollentubes
penetratingpapillacells),+:compatible(30to100pollentubespenetratingp
apillacells),++:complet lycompatible(morethan100pollentubes
penetratingpapillacells)
Table11.Incompatibilityofpo11engrainsofβ.o'εrαごθαtransgenicplantsexpressingchimeric必∫P〃 一6で1紛and
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論 文 審 査 結 果 要 旨
自家 不和合性 は,花 粉 と雌蕊 の 自己認識特異性 をそれ ぞれ決 定す る ∫遺伝 子座 にある2つ の複対 立
遺伝子(5ハ プ ロタイ プ)に よって制御 され,ア ブ ラナ科植物 において は,花 粉 の認識特異性 を決 定
す る遺伝 子3P11と雌蕊 の認識 特異性 を決定 す る遺伝子3Rκが明 らかに され てい る。種 内に は多数 の
∫ハ プ ロタイ プが あ るカヨ,2つの遺伝子 に よって決 定 され る 自己認識特異性 の多様化機構 について は
疑 問が多 く,こ れ まで活発 な論議 がな され てきた。本研究 は,3P11と∫Rκが極 めて類似 す る ∫ハ プ
ロタイ プの認識特異性 を解析 し,自 己認識特 異性 の多様化機構 を解 明 しよ うとしたもので ある。
自家 不和合性 の アブ ラナ科植物 の うち,キ ャベ ツを含む 翫ロ∬蜘oZεrロCεα,ハ クサイや カブ を含 む
Bro∬∫cαro卿,ダイ コンのRα助oηκ∫∫α∫肱 ∫の3種 において,31)11と3Rκの塩 基配列 の解析 が進ん で
い る。 その比較解析 か ら,Ro1θzαoθとB.z叩αの2種 間,Bro∬εcαとRo助oημ∫の2属 問で極 めて類似
す るクラス1(優 性 型)の5ハ プ ロタイ プがある ことが見 出 され ていた。 これ ら種 間 ・属 間で類似 し
た ∫ハ プ ロタイ プペ アの認識特異性 を,種 間雑 種 を用い た方法,植 物 の形 質転換 に よる方法,及 び組
換 えSP11タンパ ク質 を用いたバイオ ア ッセイ 法に よ り検 定 し,4対 の種 問ベ ア,1対 の属間ペ アの い
ずれにおいて も,ペ ア間で認識特異性 が同 じで あるこ とを明 らか に した。
80Zεrαc孤,Rr卯α,1こ∫o∫∫v配∫の3種 間で 相 同性 が高 い3ハ プ ロタイ プ を1組(Bo∫一18,Br3-52,
R∫3-6)見出 し,そ の認識特 異性 を同様 に解析 して,β03-18とβr5-52の間 は和 合性 であ り,β03-18
とR∫3-6の間 は不和 合,βr5-52とR∫∫一6の問は部分不和合 であるこ とを示 した。劣性型(ク ラス2)
の3ハ プ ロタイ プにつ いて,β.oZεハロc顔とβ.ハopαの2種 間のペ アを3対 見 出 し,そ の認識特 異性 を解
析 して,1対 は同 じ認識 特異性 を持 ち,1対 はわずかに異なる特 異性 を,1対 は異 なる認識特異性 を持
つ こ とを明 らかに した。これ らの結果 か ら,SP11の認識 特異性決 定に重要な領域 を推 定す る とともに,
新 しい5ハ プ ロタイ プの出現機構 のモデル を提唱 した。
SPI1の認識特異性決 定に重要な領域 を解 明す るため,相 同性 が高いが異なる認識特異性 を持つペ ア
の間 で,6つ に分 けた領域 を組換 えた キメ ラSPIl遺伝 子 を作成 して認識 特異性 を検 定 し,Region皿
とRegionVが認識 特異性 決定に重要で あることを証明 した。
以上 の よ うに本研 究 は,ア ブ ラナ科植物 の 自家不和合性 に関与す るSP11の認識 特異性決定 に重要
な領 域 を解 明す る とともに,∫ ハ プ ロタイ プの多様化機 構のモデル を提 唱 した。 よって審査員 一同 は
本論文 は博士(農 学)の 学位 を授与す るに値す る内容で あると判定 した。
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